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Dobro poznavanje pravil zvijanja različnih naravnih proteinov nam omogoča načrtovanje 
proteinskih nanostruktur, kakršnih ne najdemo v naravi, de novo. Nove strukture lahko 
uporabimo v medicini, kemiji in biotehnologiji, npr. za ciljano dostavo zdravil v tkiva, razvoj 
cepiv, tkivno inženirstvo, načrtovanje biosenzorjev, biokatalizo in razvoj 
bionanomaterialov. Za načrtovanje de novo dovolj dobro poznamo le nekaj manjših naravnih 
domen proteinov, ki jih lahko uporabimo kot module za sestavljanje večjih poliedrskih 
nanostruktur. Proteinski origami je primer modularne topološko pogojene nanostrukture, 
sestavljene iz obvitih vijačnic, ki predstavljajo module. Posamezni moduli interagirajo 
izključno s svojim načrtovanim partnerjem in se tako zvijejo v načrtovano strukturo.   
Obvite vijačnice so polipeptidna zvitja dveh verig, za katera je značilen vzorec sedmih 
aminokislinskih ostankov, imenovanih heptade. V sklopu magistrskega dela smo načrtovali, 
izrazili in ovrednotili tri obvite vijačnice: Tropo-Cn6/Tropo-Dn6, Tropo-Cn12/Tropo-Dn12 
in Tropo-Cn14/Tropo-Dn14. Te so del pete generacije heterodimernih obvitih vijačnic, 
dolgih 15 heptad, na osnovi tropomiozina, načrtovanih na Kemijskem inštitutu. V peti 
generaciji smo izbrali najbolj obetaven par iz četrte generacije in uvedli spremembe v devet 
prej nemodificiranih heptad.  
Velikost načrtovanih polipeptidov smo določili z metodo dinamičnega sipanja svetlobe 
(DLS) in ugotovili, da se je skladala s predvideno velikostjo okoli 15 nm. Delež sekundarne 
vijačne strukture smo ugotavljali z metodo cirkularnega dikroizma (CD). Pri paru Tropo-
Cn6/Tropo-Dn6 v nasprotju s pričakovanji nismo opazili vijačnih struktur. Para Tropo-
Cn12/Tropo-Dn12 in Tropo-Cn14/Tropo-Dn14 sta dala boljše rezultate. Z merjenjem 
temperaturne stabilnosti sekundarnih vijačnih struktur smo ugotovili, da je pri paru Tropo-
Cn12/Tropo-Dn12 večja razlika med Tm posameznega polipeptida in Tm para. Glede na 
rezultate smo se zato odločili, da bomo nadaljnjo optimizacijo heterodimernih obvitih 
vijačnic na osnovi tropomiozina nadaljevali na podlagi Tropo-Cn12/Tropo-Dn12. 
KLJUČNE BESEDE: obvita vijačnica, tropomiozin, proteinski origami, načrtovanje de novo 
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Good understanding of rules governing folding of natural proteins is the basis for de novo 
design of protein nanostructures. These new structures can be applied in medicine, chemistry 
and biotechnology, i. e. for targeted drug delivery, vaccine design, tissue engineering, sensor 
design, biocatalysis and development of bionanomaterials. Only a few smaller domains are 
known well enough for de novo design. These can serve as modules for the design of 
polyhedric nanostructures. Protein origami is an example of modular topological 
nanostructure comprised from coiled coils that represent modules. The polypeptide folds 
into the desired structure due to each module interacting exclusively with its partner. 
Coiled coils are polypeptide folds comprised of two chains that are characterized by a pattern 
of seven amino acid residues called heptads. We designed, expressed and characterized three 
pairs of coiled coil forming polypeptides: Tropo-Cn6, Tropo-Dn6, Tropo-Cn12, Tropo-
Dn12, Tropo-Cn14 and Tropo-Dn14. These were designed at National Institute of Chemistry 
in Ljubljana as a part of fifth generation of 15 heptads long tropomyosin-based coiled coil 
heterodimers. In the fifth generation we chose the most promising pair from the fourth 
generation of coiled coils and introduced changes into nine previously unmodified heptads. 
The size of designed polypeptides was determined by dynamic light scattering (DLS). The 
measurements matched the predicted size of 15 nm. We also determined the presence of 
secondary structures by circular dichroism (CD). Against our expectations, the pair Tropo-
Cn6/Tropo-Dn6 did not show any secondary structures. Pairs Tropo-Cn12/Tropo-Dn12 and 
Tropo-Cn14/Tropo-Dn14 produced better results. Measurements of the thermal stability of 
the secondary structures displayed bigger difference in Tm between individual polypeptide 
and the designed pair with pair Tropo-Cn12/Tropo-Dn12 than Tropo-Cn14/Tropo-Dn14. We 
decided that further optimization of tropomyosin-based coiled coil heterodimers will thus 
continue on the basis of the Tropo-Cn12/Tropo-Dn12. 
KEYWORDS: coiled coil, tropomyosin, protein origami, de novo design 
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A280 absorbanca, izmerjena pri 280 nm 
APS amonijev persulfat 
CD cirkularni dikroizem 
CPI koktajl proteaznih inhibitorjev (angl. protease inhibitor coctail) 
dH2O destilirana voda 
DLS dinamično sipanje svetlobe (angl. dynamic light scattering) 
DNA deoksiribonukleinska kislina 
E. coli Escherichia coli 
GF gelska filtracija 
IPTG izopropil β-d-1-tiogalaktopiranozid 
LB lizogeno gojišče (angl. lysogeny broth) 
MQ ultra čista voda Milli-Q® 
NaDS natrijev dodecil sulfat 
NaDS-PAGE polakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega 
dodecil sulfata 
Ni-NTA nikelj-nitriltriocetna kislina 
pI izoelektrična točka 
OD600 optična gostota, izmerjena pri 600 nm 
RI refrakcijski indeks 
SOP standardni operacijski postopek 
TCEP tris(2-karboksietil)fosfin 
TEMED tetrametiletilendiamin  
Tm temperatura tališča 
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Ala A alanin  
Arg  R arginin 
Asn  N asparagin 
Asp D asparaginska kislina 
Cys C cistein 
Gln Q gultamin 
Glu E glutaminska kislina 
Gly G glicin 
His  H histidin 
Ile  I izolevcin 
Leu  L levcin 
Lys  K lizin 
Met  M metionin 
Phe  F fenilalanin 
Pro  P prolin 
Ser  S serin 
Thr  T treonin 
Trp  W triptofan 
Tyr  Y tirozin 
Val  V valin 
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1.1 Obvite vijačnice 
Obvite vijačnice so razširjen in najbolj proučen strukturni motiv v proteinih. Vpletene so v 
številne funkcije proteinov, kot npr. regulacija transkripcijskih faktorjev, regulacija prenosa 
veziklov in sestavljanje strukturnih elementov. Sestavljene so iz dveh ali več med seboj 
obvitih α-vijačnic, ki so stabilizirane po principu zadrge. To pomeni, da se stranske verige 
aminokislinskih ostankov ene vijačnice prilegajo med aminokislinske ostanke druge 
vijačnice. Pogosto se ena vijačnica sama po sebi ne zvija, ob prisotnosti druge pa se. Na sliki 
1 je prikazana struktura obvite vijačnice na primeru tropomiozina, kjer se dve α-vijačnici 
zvijata druga okoli druge in tvorita obvito vijačnico, sama obvita vijačnica pa se prav tako 
rahlo zvija [1, 2, 3]. 
 
Slika 1: Struktura obvite vijačnice, prikazana na primeru tropomiozina (identifikacijska številka v PDB 
bazi: 1C1G). Dve α-vijačnici se zvijata druga okoli druge in tvorita obvito vijačnico. Opazimo lahko, da se 
tudi sama obvita vijačnica rahlo zvija. Narisano s pomočjo orodja Chem3D na podlagi uvožene strukture iz 
baze PDB [4]. 
Obvijanje lahko poteka v paralelni ali antiparalelni orientaciji, vijačnici pa sta lahko bodisi 
enaki in tvorita homodimer ali različni in tvorita heterodimer. Za obvite vijačnice je značilen 
osnovni vzorec, ki se ponavlja vzdolž verige. Vzorec predstavlja zaporedje 7 
aminokislinskih ostankov, ki jih označujemo z abcdefg. To zaporedje imenujemo tudi 
heptada in določa po dva zavoja vijačnice (perioda 7/2). Ugotovili so, da so za stabilno 
vijačno strukturo potrebne vsaj 3 do 4 heptadne ponovitve. Formacijo obvite vijačnice 
stabilizirajo hidrofobne interakcije med ostanki na mestih a in d, ki tvorijo hidrofobno jedro 
vijačnice (slika 2). Primerni so predvsem ostanki alifatskih aminokislin (Ala, Ile, Leu, Met 
in Val). Na mestih e in g dveh sosednjih verig so aminokislinski ostanki z nasprotnim 
nabojem, ki strukturo dodatno stabilizirajo z elektrostatskimi interakcijami. Slednje 
pomembno vplivajo na orientacijo zvijanja (slika 2). Ostanki na mestih b, c in f so 
izpostavljeni topilu in neposredno ne sodelujejo pri formaciji obvite vijačnice, spodbujajo 
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pa nagnjenost k zvijanju in so potencialna mesta za modificiranje stabilnosti vijačnice ali 
lastnosti samega polipeptida [1, 2, 3]. 
Obvite vijačnice so zelo primeren strukturni element za načrtovanje modularnih, topološko 
pogojenih proteinov. Večinoma se proteini v naravi zvijejo tako, da se hidrofobni 
aminokislinski ostanki zvijejo stran od okolja v jedro proteina, na površini pa ostanejo 
hidrofilni aminokislinski ostanki. Pri načrtovanju modularnih topološko pogojenih struktur 
načrtujemo dolgo verigo povezanih modulov, ki med seboj ortogonalno tvorijo sekundarne 
strukturne elemente, npr. obvite vijačnice, in se zvijejo v kletko, katere notranjost ostane 
prazna. Posamezni moduli so povezani s fleksibilnim linkerjem, ki deluje kot zglob in 
omogoča prelom obvite vijačnice oz. prestavlja oglišče načrtovane strukture. Obvite 
vijačnice tako lahko izkoristimo pri načrtovanju različnih modularnih struktur, kot so npr. 
poliedrske nanostrukture. Pri tem je pomembno, da uporabimo ortogonalne polipeptidne 
pare, kjer se vsak polipeptid veže izključno s svojim partnerskim polipeptidom. Zato je 
načrtovanje novih parov, ki tvorijo obvito vijačnico, zelo pomembno [1, 2]. 
 
Slika 2: Shematski prikaz paralelne in antiparalelne obvite vijačnice. (a) shema paralelne obvite vijačnice; 
(b) shema antiparalelne obvite vijačnice: mesta a in d so prikazana z vijoličnimi oz. modrimi kroglicami; (c) 
in (d) shematski prikaz heptadne ponovitve abcdefg in interakcije pri paralelni in antiparalelni orientaciji. 
Povzeto po [5]. 
1.2 Tropomiozin 
Tropomiozin je aktin-vezavni protein, ki se veže na aktinsko vlakno in ga stabilizira. S tem 
regulira številne funkcije aktina v mišičnih in drugih tkivih. V mišičnih celicah tropomiozin 
in troponinski kompleks sestavljata na kalcijeve ione občutljivo stikalo, ki regulira krčenje 
mišičnih celic [6]. 
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Tropomiozini so raznolika družina α-helikalnih proteinov, ki se zvijajo v obvite vijačnice. 
Prevajajo se iz zapisa štirih različnih genov TPM1-4. Dodatno na raznolikost vplivajo tudi 
alternativni promotorji in alternativno spajanje (angl. splicing) eksonov, rezultat česar so 
različno dolge verige tropomiozina. Pri živalih sta prisotni dve glavni skupini izoform: 
tropomiozini z visoko molekulsko maso (okoli 284 aminokislinskih ostankov) in 
tropomiozini z nizko molekulsko maso (okoli 247 aminokislinskih ostankov). Ker so 
tropomiozini dimeri posameznih verig, številne izoforme v tkivu tvorijo različne homo- in 
heterodimere. Paralelni dimeri so pogostejši kot antiparalelni. Aminokislinsko zaporedje je 
sestavljeno iz heptadnih ponovitev, značilnih za obvite vijačnice. Za razliko od drugih v 
naravi prisotnih α-vijačnih proteinov podobne dolžine, heptadne ponovitve pri tropomiozinu 
niso prekinjene in je zato daljše aminokislinsko zaporedje uporabno kot vzorec za nadaljnje 
načrtovanje obvitih vijačnic. Kljub raznovrstnosti tropomiozinov vse izoforme sledijo 
istemu vzorcu heptadnih ponovitev (preglednica I) [6, 7]. 
Preglednica I: Zaporedje aminokislinskih ostankov sprožilnih zaporedij, zapisanih na eksonih 7 in 8 na 
štirih genih za tropomiozin pri človeku. Prikazani so aminokislinski ostanki na mestih 226 – 238. 
Aminokislinski ostanki, ki se skladajo s splošnim zaporedjem, so označeni z odebeljenim tiskom. x = poljuben 
aminokislinski ostanek, c = aminokislinski ostanek z nabojem, h = hidrofobni aminokislinski ostanek. Prirejeno 
po [7]. 
mesto v heptadi 
b c d e f g a b c d e f g gen 
TPM1 K V L S D K L K E A E T R 
TPM2 K L L E E K L K E A E T R 
TPM3 K I L T D K L K E A E T R 
TPM4 K L L S D K L K E A E T R 
splošno zaporedje x x L E x c h x c x c c x 
 
1.3 Načrtovanje obvitih vijačnic 
Pravila načrtovanja obvitih vijačnic so dobro raziskana. Strukturo najbolj stabilizira 
hidrofobno jedro, medtem ko se polarni aminokislinski ostanki razporedijo tako, da so 
obrnjeni navzven proti topilu. V obvitih vijačnicah v naravi prevladuje heptadni vzorec 
abcdefg = HPPHPPP, kjer H označuje hidrofobne, P pa polarne aminokislinske ostanke. To 
da povprečje 3,5 aminokislinskih ostankov med mestoma a in d in ne 3,6 ostanka, kot je 
povprečje pri α-vijačnicah, zato se vijačnica še dodatno rahlo zvija (slika 1). Ko dodamo 
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zraven še eno vijačnico, se ti ne zložita ena v drugo, ampak se ovijata ena okoli druge v 
nasprotni smeri in s tem še povečata stike med hidrofobnimi aminokislinskimi ostanki ter 
tvorita supervijačnico (angl. supercoil) [8]. 
Hidrofobne interakcije so nespecifične in tako neodvisne od aminokislinskih ostankov. 
Vendar so v obvitih vijačnicah na mestih a in d, ki sodelujeta v nastanku hidrofobnega jedra, 
alifatske aminokisline Ala, Ile, Leu, Met in Val bolj pogoste kot aromatske, ki  zaradi večjega 
volumna verjetno predstavljajo sterično omejitev. Nekateri aminokislinski ostanki se 
pojavljajo pogosteje kot drugi ali so celo edini na tem mestu, npr. Leu na mestu d. Pri 
načrtovanju se lahko na teh mestih pojavita zakrit Asn ali zakrit Lys in s tem povečata 
specifičnost sestavljanja obvite vijačnice na račun stabilnosti, saj destabilizirata neželene 
strukture (t. i. negativni pristop k načrtovanju proteinov). Na mestu a je tako pogost Ile, saj 
je par Asn-Asn stabilnejši od para Asn-Ile, s tem pa povečamo selektivnost tvorjenja 
dimerov. V preglednici II so povzeti najpogostejši aminokislinski ostanki na mestih a in d 
glede na orientacijo zvijanja [2, 5, 8].  
Preglednica II: Najpogostejši aminokislinski ostanki na mestih a in d v heptadi glede na orientacijo 
zvijanja. Povzeto po [8]. 
 Najpogostejše AK 
struktura a d 
paralelna Asn > Val > Leu > Ile Leu > Met 
antiparalelna Leu ≈ Ile Leu 
 
K sestavljanju in specifičnosti obvitih vijačnic prispevajo z elektrostatskimi interakcijami 
tudi nasprotno nabiti aminokislinski ostanki na mestih e in g. Najpogosteje sta uporabljena 
Glu in Lys. Mnenja glede prispevka aminokislin na mestih e in g k stabilnosti so deljena. Pri 
paralelni orientaciji je mesto g ene verige približano mestu e v naslednji heptadi druge verige 
(interakcija gn:en+1'). Pri antiparalelni orientaciji pa so prisotne interakcije e:e' in g:g' (slika 
2). Ta razlika omogoča načrtovanje orientacije obvitih vijačnic [2, 8]. 
Aminokislinski ostanki na mestih b, c in f se nahajajo na površini obvite vijačnice in na prvi 
pogled ne vplivajo na interakcije med dvema verigama. Vendar v naravi opazimo krajša 
zaporedja, ki spodbujajo zvijanje v vijačnico s tvorbo inter- ali intramolekularnih mostičkov 
in povečujejo lokalno stabilnost obvite vijačnice. To so t. i. sprožilna zaporedja (angl. trigger 
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sequences). Z načrtovanjem na teh mestih lahko povečamo ali zmanjšamo stabilnost obvite 
vijačnice brez vpliva na ortogonalnost parjenja. Algoritem Agadir [3] uspešno predvideva 
učinke intermolekularnih interakcij med aminokislinskimi pari (i, i + 3) in (i, i + 4) na 
zvijanje. Ker so mesta c, f in b, f med seboj oddaljena ravno tri oz. štiri aminokislinske 
ostanke, lahko z uvedbo nabitih ostankov vplivamo na stabilnost dimera. Aminokislinski 
ostanki Gln, Glu in Ala najbolj spodbujajo zvijanje v vijačnico, interakcije med Arg in Glu 
pa stabilizirajo dimerno strukturo. Zaradi elektrostatske narave intermolekularnih interakcij 
bi lahko z različnimi koncentracijami soli v topilu ali z vrednostjo pH vplivali na stabilnost 
obvite vijačnice. Kljub vsemu ni zadostnih dokazov, ki bi pokazali, da je sprožilno zaporedje 
nujno za tvorbo obvite vijačnice. Možno je, da bi katerokoli krajše zaporedje, ki z 
interakcijami stabilizira α-vijačnico in spodbuja dimerizacijo, vodilo do tvorbe obvite 
vijačnice [2, 3, 7]. 
Z različnimi pristopi lahko vplivamo na stabilnost obvitih vijačnic: podaljševanje verige, 
povečanje nagnjenosti k zvijanju (angl. helical propensity), vpeljava ustreznih 
elektrostatskih interakcij ali kovalentna vezava peptidov. Vendar pa v teh primerih 
povečanje stabilnosti običajno zmanjša specifičnost. Z aminokislinskimi ostanki na mestih 
b, c in f vplivamo na stabilnost obvite vijačnice, ne da bi spremenili njeno ortogonalnost, kar 
je uporabno pri načrtovanju proteinskih origamijev, opisanih v nadaljevanju [3]. 
Za sekundarno in terciarno strukturo proteina je pomemben tudi N-konec verige, saj 
interakcije v tem delu vplivajo na stabilnost strukture. Ugotovili so, da zaželeni 
aminokislinski ostanki stabilizirajo helični dipol ali tvorijo vodikove vezi med stransko 
verigo in proteinskim ogrodjem [2]. 
1.4 Načrtovanje proteinskih nanostruktur de novo 
Proučevanje aminokislinskega zaporedja, strukture in funkcije proteinov omogoča 
načrtovanje novih proteinov s funkcijami, ki jih v naravi morda ne najdemo. Napoved zvitja 
in načrtovanje proteinov de novo je zaradi številnih možnih interakcij med stranskimi 
verigami aminokislinskih ostankov in fleksibilnosti proteinskega skeleta zelo zahtevno. 
Potrebna so dobro raziskana in zanesljiva pravila, ki povezujejo aminokislinsko zaporedje s 
proteinsko strukturo. Tak primer so prej opisane obvite vijačnice [1].  
Načrtovanje de novo pomeni, da na podlagi dognanih pravil načrtujemo popolnoma novo 
aminokislinsko zaporedje, ki se zvije v predvideno strukturo. Načrtujemo lahko tako, da s 
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pomočjo pravil poiščemo najbolj stabilno strukturo, kar imenujemo pozitivno načrtovanje 
(angl. positive design). Z negativnim načrtovanjem (angl. negative design) pa želimo 
povečati energijsko razliko med želeno strukturo in neželenimi strukturami. To pomeni, da 
stremimo k destabilizaciji neželenih struktur tudi na račun stabilnosti želene [2, 8]. 
Velik izziv pri načrtovanju proteinskih struktur de novo je zagotoviti specifičnost želenega 
zvitja in preprečiti zvijanje v neželene strukture. Nativno konformacijo proteina stabilizirajo 
številne šibke individualne interakcije med aminokislinskimi ostanki, pa tudi interakcije med 
molekulo in topilom. Nepolarne stranske skupine se obrnejo navznoter, stran od topila, in 
tvorijo jedro, medtem ko so polarne skupine na površini proteina. K stabilizaciji strukture 
največ prispevajo nespecifične interakcije v hidrofobnem jedru, specifičnost strukture pa 
določajo interakcije med polarnimi aminokislinskimi ostanki (vodikove vezi in 
elektrostatske interakcije). Nativna konformacija proteina je tako odvisna od zaporedja 
aminokislinskih ostankov, njihove polarnosti in specifičnih interakcij med polarnimi ter 
nabitimi stranskimi verigami. V začetkih načrtovanja novih proteinskih struktur niso bili 
sposobni predvideti vseh interakcij in načrtovati strukture od aminokislinskega zaporedja 
naprej. Za načrtovanje so zato uporabljali naravne domene, ki interagirajo predvidljivo, in 
jih uporabili kot gradnike večjih struktur [5, 9]. 
Po ocenah je v naravi le nekaj tisoč različnih proteinskih zvitij. Od teh za načrtovanje de 
novo dovolj dobro poznamo le nekaj manjših domen, lahko pa modificiramo in med seboj 
povežemo posamezne oligomerizirajoče domene. Te domene uporabimo kot gradnike za 
sestavljanje večjih nanostruktur. Razvoj načrtovanja je potekal po več stopnjah [5]: 
1. Fuzijska strategija: nanostrukture na osnovi povezanih naravnih oligomernih 
domen 
Poznamo naravne domene, ki nekovalentno, a specifično oligomerizirajo v večje 
strukture. Fuzijska strategija temelji na povezavi dveh ali več takšnih domen z 
linkerjem, kot je prikazano na sliki 3a. Osnovni gradniki se potem preko 
interakcijskih površin povežejo v večje strukture. Prednost takšnega pristopa je, da 
ni potrebno načrtovati novih interakcijskih površin, vendar pa struktura ni nujno 
predvidljiva, na kar vpliva predvsem večja ali manjša rigidnost linkerja [1, 5]. 
Podoben pristop je povezava domen preko načrtovanih vezavnih mest za ligande ali 
disulfidnih mostičkov. Ligandi so lahko manjše molekule ali kovinski ioni. To 
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omogoča načrtovanje t. i. pametnih bionanomaterialov, ki se lahko povezujejo ali 
razdružujejo glede na prisotnost ligandov v okolju [5]. 
Z obema pristopoma lahko načrtujemo le simetrične nanostrukture, kjer je linker na 
osi simetrije vseh domen, hkrati pa zaradi volumna proteinskih domen nista primerna 
za načrtovanje nanokletk [1]. 
2. Načrtovanje novih interakcijskih površin na nativnih proteinskih domenah 
 
Slika 3: Shematski prikaz različnih pristopov k načrtovanju nanostruktur. (a) Fuzijska strategija 
načrtovanja: nanostrukture na osnovi povezanih naravnih oligomernih domen. Z linkerjem sta povezani 
dimerizirajoča (roza) in trimerizirajoča (modra) domena, ki tvorita gradnik iz ene same verige. 12 takih 
gradnikov se zvije v tetraedrsko strukturo. (b) Načrtovanje novih interakcijskih površin na nativnih domenah 
proteinov. Preko novo načrtovane interakcijske površine (rdeča) na naravni trimerizirajoči domeni (moder 
trikotnik) se 12 gradnikov poveže v tetraedrsko strukturo, 24 pa v oktaedrsko. Povzeto po [1]. 
Razvoj močnih računalniških orodij za modeliranje interakcij med proteini, kot je 
npr. algoritem Rosetta [5], je omogočil načrtovanje interakcijskih površin na 
domenah nativnih proteinov de novo. Pristop je shematično predstavljen na sliki 3b. 
Sestavljanje nanostrukture temelji na šibkih nekovalentnih interakcijah med 
načrtovanimi površinami. Zaželene so pretežno nepolarne in komplementarne 
površine, medtem ko je prispevek vodikovih vezi in elektrostatskih interakcij 
zanemarljiv. Tako načrtovanje struktur na osnovi naravnih oligomerizirajočih domen 
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kot načrtovanje novih interakcijskih površin sta omejena le na homologe znanih 
proteinskih zvitij, kar pa za modularni pristop ne velja [1, 5]. 
3. Modularni pristop k načrtovanju proteinskih nanostruktur de novo 
Modularni pristop uporabi de novo načrtovane elemente sekundarne strukture 
proteinov kot posamezne module in jih poveže tako, da s pomočjo predvidenih 
interakcij tvorijo načrtovano strukturo (slika 4). Vsak modul interagira samo s svojim 
partnerskim modulom, kar imenujemo ortogonalnost, in tako tvori večje 
nanostrukture. Glavna principa tega pristopa sta torej modularnost in ortogonalnost. 
Želeno je, da posamezen modul tvori močne interakcije s svojim partnerjem, medtem 
ko z drugimi moduli ne tvori interakcij. Z uporabo dobro raziskanih modulov in 
njihovimi specifičnimi interakcijami se izognemo vplivu številnih interakcij, ki bi 
lahko vplivale na zvitje načrtovanih struktur [1]. 
 
Slika 4: Modularni pristop k načrtovanju proteinskih nanostruktur de novo. Polipeptidni moduli (npr. 
obvite vijačnice) interagirajo le s svojim načrtovanim partnerjem in tvorijo načrtovano nanostrukturo. V tem 
primeru so moduli povezani v eno samo verigo, kar je osnova za proteinski origami. Povzeto po [10]. 
 
Dobro raziskani strukturni moduli so α-vijačnice in β-trakovi. Slednji med seboj 
interagirajo predvsem nespecifično in zato zvitje v večje strukture ni predvidljivo. α-
vijačnice pa so se izkazale za zelo obetavne pri načrtovanju želenih struktur, saj 
omogočajo oblikovanje nanostruktur iz ene same verige, kot je opisano v zgornjih 
poglavjih. Z uporabo teh pristopov so že oblikovali nanovlakna, membrane, 
nanocevke, nanoplasti, kroglice, odzivne hidrogele in sferične strukture [1, 5]. 
1.5 Proteinski origami 
Načrtovanje topoloških zvitij proteinov že dobro sledi raziskanemu konceptu načrtovanja 
zvitij DNA. Medtem ko DNA sestavljajo le 4 različni gradniki, ki se med seboj parijo 
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izključno adenin-timin in gvanin-citozin, so proteini z 20 aminokislinami veliko bolj 
raznoliki. S tem se poveča kompleksnost načrtovanja, vendar pa ponuja možnost nadaljnjega 
oblikovanja in pripenjanja različnih skupin na stranske verige aminokislinskih ostankov. 
Prednost obvitih vijačnic kot primera proteinov je, da se sestavljajo tako paralelno kot 
antiparalelno. Za razliko od DNA, katere komplementarni verigi potekata antiparalelno, to 
olajša in razširi možnosti pri načrtovanju topoloških zvitij iz ene same verige, t. i. proteinskih 
origamijev. Na voljo so tudi dobro raziskana pravila glede specifičnosti zvijanja obvitih 
vijačnic, zato so idealni gradniki za modularno topološko načrtovanje proteinskih zvitij [5].  
Z modularnim topološkim načrtovanjem so uspeli pripraviti tetraeder s hidrodinamskim 
premerom 6,9 ± 0,4 nm iz ene same polipeptidne verige, kot prikazuje slika 5. Robove 
tetraedra sestavljajo štiri heptade dolge obvite vijačnice, topologijo zvijanja proteina pa 
določa zaporedje in orientacija parov vijačnic. V treh zaporednih heptadah se nikjer ne 
ponovi vzorec na mestih a, d, e in g, zato vsak modul interagira izključno s svojim 
načrtovanim partnerskim modulom. Načrtovanje sledi matematični topološki rešitvi in tako 
veriga vsak rob obide natančno dvakrat. Izkaže se, da tetraeder opišejo le tri različne poti. 
Ena pot vsebuje 4 paralelne in 2 antiparalelni orientaciji obvitih vijačnic, dve pa 3 paralelne 
in 3 antiparalelne. Na takšen način je tetraedrsko pot nemogoče opisati z verigo DNA, saj bi 
bilo potrebno sestaviti več verig ali upoštevati rob, ki ga veriga obide štirikrat [11]. 
Med posameznimi moduli (obvitimi vijačnicami) je krajše zaporedje, linker, ki po zvitju 
predstavlja oglišče tetraedra. Ta zaporedja morajo prekiniti zvijanje v obvito vijačnico in 
omogočiti fleksibilnost verige. Aminokislinska ostanka Gly in Pro prekinjata zvijanje, kar 
je tudi razlog, da ju v obvitih vijačnicah ne najdemo. V načrtovanem tetraedru so uporabili 
tetrapeptidni linker Ser-Gly-Pro-Gly [8, 11]. 
Na podoben način je mogoče načrtovati tudi drugačna zvitja, ki jih v naravi ne najdemo. 
Strukturo lahko nadalje modificiramo in npr. na oglišča pripnemo različne funkcionalne 
skupine. S spreminjanjem pogojev v topilu bi lahko vplivali na zvijanje in odpiranje proteina. 
V središču poliedrske nanostrukture nastane tudi prostor, kamor bi lahko zapakirali različne 
manjše molekule ali manjše proteinske domene. Na velikost tega prostora vplivamo z 
dolžino verig in samo obliko zvitja. Ti lastnosti topoloških zvitij proteinov bi omogočali 
uporabo v biotehnologiji, kemiji in medicini, npr. za ciljano dostavo zdravil v tkiva, razvoj 
cepiv, tkivno inženirstvo, načrtovanje biosenzorjev, biokatalizo in bionanomateriale [1, 5, 
11]. 
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Slika 5: Proteinski origami. (a) Pari modulov za načrtovanje tetraedra. P3 – P8 in GCNsh tvorijo paralelne 
dimere, APH in BCR pa antiparalelne. Pomembno je zaporedje, v katerem module povežemo med seboj v eno 
verigo.  (b) Shema tetraedra po zvitju verige. Prirejeno po [11]. 
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2 NAČRT DELA 
To magistrsko delo bo zajemalo korak pri načrtovanju 15 heptad dolgih heterodimernih 
obvitih vijačnic na osnovi tropomiozina. Do sedaj so raziskovalci na Kemijskem inštitutu 
načrtovali poliedrske nanostrukture iz peptidnih modulov, ki so dolgi 4 heptade, in tvorijo 
dimerne obvite vijačnice. Polipeptidni moduli, načrtovani in karakterizirani v tem delu, pa 
bodo dolgi 15 heptad in predstavljajo nadaljnji korak pri optimizaciji daljših polipeptidnih 
parov predhodnih generacij, ki so že bili načrtovani in ovrednoteni.  
Načrtovali bomo tri pare polipeptidov na osnovi tropomiozina: Tropo-Cn6/Tropo-Dn6, 
Tropo-Cn12/Tropo-Dn12 in Tropo-Cn14/Tropo-Dn14. Vsak par bo načrtovan tako, da 
posamezni polipeptid tvori obvite vijačnice izključno s svojim partnerskim polipeptidom, z 
drugimi pa ne. Načrtovane polipeptide bomo izrazili v bakterijski kulturi in jih izolirali ter 
očistili v postopkih lize, nikljeve afinitetne kromatografije in gelske filtracije. Posamezne 
polipeptide in pare bomo ovrednotili z merjenjem cirkularnega dikroizma (CD) in 
dinamičnega sipanja svetlobe (DLS) (slika 6). S temi meritvami želimo preveriti, ali izolirani 
polipeptidi tvorijo stabilne heterodimere s svojim načrtovanim partnerjem, kakšna je 
stabilnost morebitnih homodimerov in ali velikosti nastalih struktur ustreza izračunani 
velikosti dimerov. 
Povečan nabor daljših ortogonalnih polipeptidov bo omogočil načrtovanje večjih poliedrskih 
nanostruktur, ki imajo potencialno večjo uporabno vrednost. Daljši robovi poliedra imajo 
več mest za pripenjanje različnih drugih struktur, npr. ligandov receptorjev, v večji prostor 
v sredini strukture pa bi lahko zapakirali različne molekule in jih sprostili iz tega prostora v 
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Slika 6: Shematski prikaz poteka dela, ki ga bo obsegala ta magistrska naloga.  
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 Seznam kemikalij 
Preglednica III: Seznam uporabljenih kemikalij. 
Ime kemikalije Čistota/kakovost Proizvajalec  
akrilamid ≥ 99 % Sigma-Aldrich 
APS ≥ 98 % Sigma-Aldrich 
CPI  Sigma-Aldrich 
Glicerol, redestiliran ≥ 99,5 % Kemika 
Imidazol ≥ 99 % Sigma-Aldrich 
IPTG  Gold Biotechnology 
izopropanol p. a. Sigma-Aldrich 
kanamicin  Gold Biotechnology 
LB Broth, Miller  Sigma-Aldrich 
Lizocim  ≥ 90 % Sigma-Aldrich 
MgCl2 * 6 H2O 97 % VWR 
NaCl ≥ 99,5 % Merck 
NaDS  VWR 
Regenerirana Ni-NTA Kapaciteta: 20 – 40 µmol Ni2+/ml ABT 
TCEP ≥ 98 % Sigma-Aldrich 
TEMED ≥ 99 % Sigma-Aldrich 
Tris (Trizma® base) ≥ 99,9 % Sigma-Aldrich  
Benzonaza  
(Benzonase Nuclease HC) 
> 90 % Novagen 
PageRuler™Plus, Prestained 
Protein Ladder, 10 – 250 kDa 
 Thermo Scientific 
 
3.2 Aparature 
 Avtoklava: Kambič (A-500/700), Systec (VX-95) 
 Centrifuge: Beckman Coulter (Avanti® J-E Centrifuge), Hettich (Universal 320 R), 
Eppendorf (MiniSpin®) 
 CD spektrometer: Applied Photophysics (Chirascan™) 
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 dH2O sistem: ELGA LabWater  
 Instrument za meritve DLS: Malvern (Zetasizer Nano series HT) 
 Kolona za gelsko filtracijo: 26/60 Superdex 200 (pakirana na KI) 
 Kromatografski sistem: ÄKTA pure (GE Healthcare Life Sciences) 
 Magnetno mešalo z grelno ploščo: IKA (RCT basic) 
 Mehanske pipete: Eppendorf, BRAND, Gilson 
 MQ sistem: ELGA LabWater 
 NaDS-PAGE aparatura: Bio Rad (PowerPac 3000) 
 pH-meter: WTW inoLab 720 
 Sistem za filtracijo in degaziranje: BRAND 
 Kamera za slikanje NaDS-PAGE gelov: Bio-Sciences (DNR Bio-Imaging Systems) 
 Sonikator: Sonics (Vibra-Cell) 
 Spektrofotometer: Agilent Technologies (Cary 8454 UV-Vis) 
 Stresalnika: Kambič (IS-200K), New Brunswick (innova®42) 
 Stresalnik za Ni-NTA-kolone: IKA (MS 3 basic) 
 Tehtnici: Kern (440-45N), Sartorius (1712 MP8) 
 Termoblok: Eppendorf (ThermoMixer® C) 
 Vibracijski mešalnik: IKA (Lab Dancer) 
3.3 Laboratorijska oprema 
Preglednica IV: Seznam laboratorijske opreme. 
 
  
Kivete A280: Hellma, 10 mm, QS, črna 
 CD: Hellma, 1mm, QS 
 DLS: BRAND, 10 mm, UV, micro, disposable 
 OD600: BRAND, 10 mm, semi-micro, disposable 
Filtri za pufre: Microsart CN-filter, 0,45 µm, Sartorius Stedim Biotech GmbH 
 za vzorce: Minisart PES, 0,45 µm, Sartorius Stedim Biotech GmbH 
Koncentratorji Amicon Ultra 4 mL Centrifugal filters, Ultracel-3K, Merck 
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Preglednica V: Seznam pripravljenih in uporabljenih raztopin. 
Ime raztopine Sestava/drugo 
pufer A 50 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 10 mM imidazol, 1 mM 
TCEP 
pufer B 50 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 20 mM imidazol, 1 mM 
TCEP 
pufer C 50 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 250 mM imidazol, 1 
mM TCEP 
Lizirni pufer 50 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 10 mM imidazol, 1 mM 
MgCl2, 0,5 mg/mL lizocim, 0,1 µl/mL benzonaza, 2 
µL/mL CPI 
NaDS koncentracijski gel  2,975 mL MQ, 1,25 mL Tris pH 6,8, 50 µL 10 % NaDS, 
50 µL APS, 670 µL 30 % akrilamid, 5 µL TEMED 
NaDS separacijski gel , 12 %, 
1 mm 
3,2 mL MQ, 4 mL 30 % akrilamid, 2,6 mL Tris pH 8,8, 
100 µL 10 % NaDS, 100 µL APS, 10 µL TEMED 
4× nanašalni pufer z 
reducentom 
25 mL MQ, 25 mL 1M Tris pH 6,8, 40 mL glicerol, 8 g 
NaDS, 8 mL β-merkaptoetanol, 400 mg bromfenol modro 
10× pufer NaDS-PAGE 30 g/L Tris, 144 g/L glicin, 10 g/L NaDS 
Pufer GF 20 mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl, 10 %v/v glicerol, 1 
mM TCEP 
InstantBlue™ Protein Stain  Proizvajalec: Expedeon 
Gojišče LB 25 g/L LB Broth, Miller 




3.5.1 NAČRTOVANJE POLIPEPTIDNIH PAROV, KI TVORIJO OBVITE 
VIJAČNICE, NA OSNOVI TROPOMIOZINA 
V sklopu dela smo načrtovali tri polipeptidne pare na osnovi tropomiozina, in sicer Tropo-
Cn6/Tropo-Dn6, Tropo-Cn12/Tropo-Dn12 in Tropo-Cn14/Tropo-Dn14. Ti polipeptidni pari 
so del pete generacije načrtovanja obvitih vijačnic na osnovi tropomiozina, pri čemer z vsako 
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nadaljnjo generacijo izvedemo manjše spremembe v aminokislinskem zaporedju z namenom 
iskanja novih heterodimernih parov in izboljšanja njihove ortogonalnosti. Načrtovanje prve 
do četrte generacije ni predmet tega dela, je pa na kratko opisano v nadaljevanju. 
Osnova za načrtovanje polipeptidnih parov na osnovi tropomiozina je bilo aminokislinsko 
zaporedje naravnega homodimera tropomiozina. Zaporedje aminokislin ter kristalno 
strukturo te homodimerne obvite vijačnice lahko poiščemo v podatkovni bazi PDB [4], v 
pomoč pa nam je tudi baza CC+ [12], ki je podatkovna baza struktur obvitih vijačnic. V bazi 
CC+ najdemo podatek o dveh regijah, ki tvorita obvito vijačnico in imata anotirano 
aminokislinsko zaporedje. Kot matrico za načrtovanje so na Kemijskem inštitutu izbrali 15 
heptad iz regije s 123 aminokislinskimi ostanki (preglednica VI) in modificirali aminokisline 
na izbranih pozicijah. Za večjo preglednost je v preglednici VII izpisano aminokislinsko 
zaporedje skupaj z anotacijo. 
Preglednica VI: Aminokislinsko zaporedje naravnega tropomiozina (1C1G). Z modro barvo je označenih 
15 heptad (Arg35-Glu139) znotraj 123 aminokislinskih ostankov dolge regije (podčrtano), ki tvori obvito 






Preglednica VII: Zaporedje 105 aminokislin oz. 15 heptad, ki smo jih izbrali za nadaljnje načrtovanje 
ortogonalnih heterodimernih parov na osnovi tropomiozina. gabcdef je anotacija aminokislinskih ostankov 
v heptadi [12]. 
Tropo-original  
gabcdef gabcdef gabcdef gabcdef gabcdef gabcdef gabcdef gabcdef gabcdef 
RSKQLED ELVSLQK KLKATED ELDKYSE ALKDAQE KLELAEK KATDAEA DVASLNR RIQLFEE 
ELDRAQE RLATALQ KLEEAEK AADESER GMKVIES RAQKDEE 
 
Naravni tropomiozin je homodimerna obvita vijačnica, zato so z zamenjavo nekaterih 
aminokislin poskušali homodimer spremeniti v heterodimer. To so storili z uvedbo Lys in 
Glu na mesta e in g. Razvili so tudi algoritem za preverjanje možnosti tvorbe antiparalelnih 
homodimerov, katerih tvorba ni zaželena. 
Mežnaršič, E. Načrtovanje, izražanje in ovrednotenje heterodimernih obvitih vijačnic na osnovi tropomiozina.  




V prvi generaciji so obdržali 11 heptad naravnega tropomiozina, v štirih pa uvedli 
aminokislinska ostanka Glu ali Lys na mesti e in g, aminokislinska ostanka Ile ali Asn na 
mesto a ter aminokislinski ostanek Leu na mesto d. V drugi do četrti generaciji so 
modificirali 6 heptad vzdolž cele verige, in sicer z uvedbo de novo načrtovanih heptad. Po 
ovrednotenju polipeptidov tretje generacije so za nadaljnjo optimizacijo izbrali par Tropo-
C/Tropo-D. V četrti generaciji so obdržali aminokislinske ostanke na mestih e in g ter s tem 
elektrostatske interakcije, spreminjali pa so aminokislinske ostanke na mestih b, c in f. Pri 
paru Tropo-Cn1/Tropo-Dn1 so na ta mesta uvedli Ser in Glu. Pri drugem paru so poskušali 
z uvedbo Ala na mesto d, vendar je bil takšen par premalo stabilen. Za lažjo določitev 
koncentracije polipeptida so v eno heptado uvedli tudi Trp. 
Peta generacija polipeptidnih parov za testiranje temelji na polipeptidih četrte generacije, 
Tropo-Cn1 in Tropo-Dn1. Pri Tropo-Cn6/Tropo-Dn6 in Tropo-Cn12/Tropo-Dn12 smo 
uvedli nabiti aminokislini Lys ali Glu na mestih e in g v preostalih nemodificiranih 9 
heptadah in s tem povečali elektrostatske interakcije in selektivnost posameznih parov. Pri 
Tropo-Cn13/Tropo-Dn13 in Tropo-Cn14/Tropo-Dn14 smo na mesta e in g v petih 
nemodificiranih heptadah uvedli Lys ali Glu, na mesto d pa smo ponekod uvedli 
aminokislinski ostanek Ala. Tropo-Cn13 in Tropo-Dn13 sta del pete generacije, vendar v 
laboratoriju nismo pravočasno dobili plazmidov z vstavljenim genskim zapisom zanju, zato 
ju nismo izrazili in ovrednotili v tem delu. V preglednici VIII podajamo aminokislinska 
zaporedja naravnega tropomiozina, načrtovanih polipeptidov Tropo-Cn1/Tropo-Dn1 ter na 
podlagi slednjih dveh načrtovanih parov pete generacije polipeptidov na osnovi 
tropomiozina. Na N-koncu smo dodali aminokislinsko zaporedje Met-Cys-Gly. Met je 
pomemben za začetek translacije, Cys pa omogoča kasnejšo kemijsko vezavo različnih 
molekul, npr. fluorescentnih barvil. Na C-koncu smo pripeli zaporedje Leu-Glu, ker 
restrikcijska endonukleaza XhoI prepoznava nukleotidno zaporedje, ki kodira ti dve 
aminokislini, in polihistidinski rep H8, ki je del vektorja, v katerega smo preko NdeI/XhoI 
vstavili zapis za Tropo. Za lažjo predstavo je v preglednici IX izpisan hidrofobni in 
elektrostatski vzorec vsakega od teh polipeptidov. 
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Preglednica VIII: Pregled in primerjava aminokislinskega zaporedja tropomiozina in načrtovanih 
variant. Tropo-Cn1 in Tropo-Dn1 sta del četrte generacije, ostali pa so del pete generacije. Zaporedju 15 
heptad smo dodali se tripeptid Met-Cys-Gly na N-koncu ter Leu-Glu in polihistidinski rep H8 na C-koncu. Z 
modro barvo so označeni novo uvedeni Lys v modificirane heptade, z rdečo pa Glu. Svetlo moder Trp olajša 
spektrofotometrično določitev polipeptidov.  
Tropo-original MCG RSKQLED ELVSLQK KLKATED ELDKYSE ALKDAQE KLELAEK KATDAEA 
DVASLNR RIQLFEE ELDRAQE RLATALQ KLEEAEK AADESER GMKVIES 
RAQKDEE LE HHHHHHHH 
Tropo-Cn1 MCG RSKQLED KIEQLKE KLKATED ELDKYSE ENQQLEE KLELAEK KATDAEA 
KNEQLKE RIQLFEE EISSLEE RLATALW ENSQLEE AADESER GMKVIES 
KIEQLKE LE HHHHHHHH 
Tropo-Dn1 MCG RSKQLED EISQLEE KLKATED ELDKYSE KNSQLKE KLELAEK KATDAEA 
ENQSLEE RIQLFEE KIESLKE RLATALW KNSELKE AADESER GMKVIES 
EISQLES LE HHHHHHHH 
Tropo-Cn6 MCG KSKQLKD KIEQLKE KLKATKD KLDKYKE KNQQLKE KLELAKK KATDAKA 
KNEQLKE KIQLFKE KISSLKE KLATAKW KNSQLKE KADESKR KMKVIKS 
KIEQLKE LE HHHHHHHH 
Tropo-Dn6 MCG ESKQLED EISQLEE ELKATED ELDKYEE ENSQLEE ELELAEK EATDAEA 
ENQSLEE EIQLFEE EIESLEE ELATAEW ENSELEE EADESER EMKVIES 
EISQLES LE HHHHHHHH 
Tropo-Cn12 MCG KSKQLKD KIEQLKE KLKATKD ELDKYEE ENQQLEE KLELAKK EATDAEA 
KNEQLKE EIQLFEE EISSLEE ELATAEW ENSQLEE EADESER EMKVIES 
KIEQLKE LE HHHHHHHH 
Tropo-Dn12 MCG ESKQLED EISQLEE ELKATED KLDKYKE KNSQLKE ELELAEK KATDAKA 
ENQSLEE KIQLFKE KIESLKE KLATAKW KNSELKE KADESKR KMKVIKS 
EISQLES LE HHHHHHHH 
Tropo-Cn13 MCG KSKQLKD KIEQLKE KLKATED ELDKYEE ENQQLEE KLELAEK EATDAEA 
KNEQLKE RIQLFEE EISSLEE RLATALW ENSQLEE EADESER EMKVIES 
KIEQLKE LE HHHHHHHH 
Tropo-Dn13 MCG ESKQLED EISQLEE KLKATED KLDKYKE KNSQLKE KLELAEK KATDAKA 
ENQSLEE RIQLFEE KIESLKE RLATALW KNSELKE KADESKR KMKVIKS 
EISQLES LE HHHHHHHH 
Tropo-Cn14 MCG KSKQLKD KIEQLKE KLKATED ELDKYEE ENQQAEE KLELAEK EATDAEA 
KNEQLKE RIQLFEE EISSAEE RLATALW ENSQAEE EADESER EMKVIES 
KIEQLKE LE HHHHHHHH 
Tropo-Dn14 MCG ESKQLED EISQLEE KLKATED KLDKYKE KNSQAKE KLELAEK KATDAKA 
ENQSLEE RIQLFEE KIESAKE RLATALW KNSEAKE KADESKR KMKVIKS 
EISQLES LE HHHHHHHH 
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Z orodjem ProtParam [13] smo načrtovanim polipeptidom določili tudi naboj, molekulsko 
maso, pI in absorbanco A280 pri koncentraciji 1 g/L. Te podatke smo  uporabili pri izračunih 
v procesih čiščenja in ovrednotenja polipeptidov. Podatki so zbrani v preglednici X. 
Preglednica IX: Primerjava hidrofobnega in elektrostatskega vzorca načrtovanih variant tropomiozina. 
V posamezni modificirani heptadi se na mestih e in g pojavi izključno Lys ali izključno Glu. Z modro barvo 
so označene heptade s pozitivno nabitimi ostanki Lys, z rdečo heptade z negativno nabitimi ostanki Glu, z o 
pa heptade, ki jih nismo modificirali. Pri Tropo-original ni posebnega elektrostatskega vzorca. 



































Preglednica X: Primerjava naboja, molekulske mase, izoelektrične točke (pI) in A280 pri koncentraciji 
1 g/L (Abs(1g/L)). Podatki so določeni s pomočjo orodja ProtParam [13]. 
tropomiozin naboj Molekulska masa [Da] pI Abs (1g/L) 
Tropo-Cn6 17 14070,56 9,86 0,497 
Tropo-Dn6 -41 13932,62 4,04 0,502 
Tropo-Cn12 -19 14087,51 4,76 0,496 
Tropo-Dn12 -5 13915,68 5,93 0,502 
Tropo-Cn14 -18 14001,33 4,79 0,499 
Tropo-Dn14 -4 13829,51 6,08 0,505 
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3.5.2 PREPARATIVNE METODE 
3.5.2.1 Transformacija 
Pri transformaciji smo v bakterijske kompetentne celice Escherichia coli NiCo21(DE3) 
vstavili plazmid pET41a(+) z genom za odpornost proti kanamicinu in nukleotidnim 
zaporedjem za načrtovano različico tropomiozina (slika 7). Plazmide smo naročili pri 
podjetju Twist Bioscience. 
Liofilizat s plazmidom smo raztopili v 20 µL sterilne MQ. Iz skrinje -80 °C smo vzeli 
kompetentne celice in jih na ledu pustili 15 minut, da so odmrznile. Dodali smo 1 µL 
plazmida, rahlo premešali in na ledu inkubirali 30 minut. Sledila je inkubacija 4 minute pri 
42 °C in nato spet 2 minuti na ledu. Dodali smo 1 mL sterilnega gojišča LB ter celice 1 uro 
stresali pri 37 °C in 800 vrt./min. Na agarno gojišče LB/Kan smo odpipetirali 100 µL vzorca, 
ga razmazali s spatulo po Drigalskem ter petrijevko zatesnili s parafilmom. Čez noč smo jo 
inkubirali pri 37 °C in jo zjutraj shranili v hladilnik. 
 
Slika 7: Plazmidni vektor pET41a(+). Z rdečim okvirčkom sta označeni restrikcijski mesti endonukleaz 
XhoI in NdeI, uporabljeni v našem primeru [14]. 
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V postopku fermentacije smo v bakterijskih celicah z vstavljenim plazmidom inducirali 
produkcijo načrtovane različice tropomiozina. Ta se ne izloča v gojišče, zato smo celice 
poželi s centrifugiranjem in jih shranili v zamrzovalniku. 
Po eno kolonijo smo iz gojišča LB/Kan prenesli v 100 mL gojišča LB s kanamicinom (50 
µg/mL) in pustili čez noč stresati pri 37 °C in 160 vrt./min. Naslednji dan smo pomerili 
OD600 in v 4 erlenmajerice s po 500 mL gojišča LB s kanamicinom (50 µg/mL) prenesli 
toliko prekonočne kulture, da je OD600 dosegla 0,1. Pri 37 °C in 160 vrt./min smo stresali 
toliko časa, da je OD600 dosegla 0,6. Produkcijo polipeptida smo inducirali z dodatkom 0,5 
mM IPTG (po 250 µL 1 M IPTG) in pustili stresati 4 ure pri 30 °C in 160 vrt./min. Nato smo 
kulturo 7 minut centrifugirali pri 5500 vrt./min, 4 °C, zavrgli supernatant in posedle celice 
shranili v zamrzovalniku. 
3.5.2.3 Liza celic 
Celice, ki so proizvedle polipeptid, smo lizirali in s tem iz njih sprostili polipeptid za 
nadaljnje čiščenje in analizo. 
V centrifugirke s celično usedlino, ki smo jih imeli na ledu, smo dodali 20 – 24 mL lizirnega 
pufra (količina za 2 L kulture) in s palčko suspendirali celice. Suspenzijo celic smo prenesli 
v homogenizator, jo homogenizirali in prenesli v centrifugirko za nadaljnjo sonikacijo na 
ledu. Sonicirali smo z aparatom Sonics Vibra-Cell, 4 minute s pulzom 1 s in pavzo 3 s ter 
amplitudo 60 %.  Celični lizat smo centrifugirali 40 minut pri 12000 vrt./min in 4 °C. 
Usedlino, netopni del, smo shranili pri -20 °C in nadaljevali z izolacijo polipeptidov iz  
supernatanta.  
3.5.2.4 Nikljeva afinitetna kromatografija 
Nikljeva afinitetna kromatografija temelji na specifičnih interakcijah med polihistidinskim 
označevalcem (H8) na polipeptidu in nikljevimi ioni na stacionarni fazi. Stacionarna faza je 
gosto premrežena 6-% agaroza z vezano nitrilotriocetno kislino (NTA), ki s koordinacijskimi 
vezmi veže nikljeve ione. Moč interakcij lahko uravnavamo z različno sestavo pufra [15, 
16].  
Najprej smo v kolono dali 8 mL regeneriranega polnila Ni-NTA v 20 % etanolu in počakali, 
da etanol odteče. Potem smo štirikrat sprali z 10 mL MQ in dvakrat z 10 mL pufra A. Vzorec 
smo filtrirali skozi 0,45-µm PES-filter in ga nanesli na kolono. Kolono smo pri sobni 
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temperaturi stresali 1 uro pri 1000 vrt./min. Po eni uri smo nevezano frakcijo zbrali v 
centrifugirki in jo shranili. Nato smo kolono spirali s pufrom A toliko časa, da je A280 padla 
pod 0,20. Omogočili smo pretok približno 1 kapljico na sekundo. Absorbanco smo merili 
sproti. Postopek spiranja smo ponovili še s pufrom B tako, da je absorbanca padla pod 0,20. 
Nadaljevali smo z elucijo polipeptidov, ki so se vezali na polnilo Ni-NTA. Na kolono smo 
nanesli 15 mL pufra C, ki je vseboval visoko koncentracijo imidazola, in v 
mikrocentrifugirke zbirali frakcije po 1 mL. Vsem frakcijam smo pomerili A280 in združili 
tiste, katerih A280 je bila višja od 0,3. Pomerili smo še absorbanco združenih frakcij.  
3.5.2.5 Gelska filtracija  
Gelsko filtracijo (GF) uporabljamo za ločitev molekul različnih velikosti. Stacionarna faza 
so porozni delci agaroze, dekstrana, poliakrilamida ali polistirena. Po nanosu vzorca na 
kolono se večje molekule hitreje eluirajo, manjše pa zaradi difuzije v pore stacionarne faze 
za potovanje potrebujejo dalj časa [15]. 
Frakcije, združene po nikljevi afinitetni-kromatografiji, smo filtrirali skozi 0,22-µm filter in 
vzorec (okoli 12 mL) injicirali na kolono. Za GF smo kot mobilno fazo uporabili pufer GF 
(20 mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl, 10 % v/v glicerol, 1 mM TCEP). Kromatografijo smo 
izvajali na koloni 26/60 Superdex 200 pri pretoku 2,6 mL/min. Na monitorju smo spremljali 
meritve absorbance in začeli zbirati frakcije, ko je absorbanca začela naraščati, kar je bilo 
običajno okoli 45. minute. Frakcije (4 mL) smo zbrali in jih shranili pri 4 °C za nadaljnje 
analize. 
3.5.2.6 Koncentriranje vzorcev 
Vzorce, pri katerih koncentracija polipeptidov ni bila dovolj visoka za analizo, smo 
koncentrirali s postopkom ultrafiltracije. Polipeptidne variante tropomiozina so velike 
približno 14 kDa, zato smo uporabili koncentratorje Amicon Ultracel-3K, ki skozi 
membrano prepuščajo proteine, manjše od 3 kDa. 
Membrane 4-mililitrskih koncentratorjev smo najprej sprali z MQ. V koncentratorje smo 
nalili 4 mL MQ in 10 minut centrifugirali pri 5000 g in 8 °C. Vodo smo potem odlili in v 
koncentratorje dali vzorec. Centrifugirali smo pri 6600 g in 8 °C po tri minute. Med vsakim 
premorom smo vzorec previdno suspendirali in pomerili A280. Postopek smo nadaljevali do 
želene koncentracije vzorca, po potrebi smo čas centrifugiranja skrajšali. 
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3.5.3 ANALIZNE METODE 
3.5.3.1 UV-VIS spektrofotometrija 
Na aparaturi Cary 8454 proizvajalca Agilent Technologies smo izvajali meritve absorbance 
pri 280 nm (A280) za določitev koncentracije polipeptidov in meritve optične gostote pri 600 
nm (OD600) za spremljanje rasti celic v gojišču. Vir UV-svetlobe je devterijeva žarnica, vir 
vidne in kratkovalovne bližnje infrardeče svetlobe pa volframova žarnica. Pri vsaki seriji 
meritev smo pomerili absorbanco ustrezne slepe raztopine. OD600 smo merili v 10 mm 
plastični UV-kiveti, A280 pa v 10-mm kvarčni kiveti [17]. 
3.5.3.2 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecil sulfata 
(NaDS-PAGE) 
Z NaDS-PAGE smo preverjali velikosti polipeptidov v frakcijah po različnih stopnjah 
čiščenja. Vzorcem smo dodali 4× nanašalni pufer z reducentom, ki reducira disulfidne 
mostičke ter denaturira proteine. Poleg tega NaDS podeli kompleksu močan negativen naboj 
in izniči vpliv naboja proteina na elektroforezno mobilnost. Ločitev tako poteka samo na 
osnovi velikosti molekul [15]. 
Za NaDS-PAGE smo uporabili 12 %v/v separacijski gel debeline 1 mm z 10 žepki za nanos 
vzorcev. Pred nanosom vzorcev na gel smo 10 µL 4× nanašalnega pufra z reducentom dodali 
v 30 µL vzorca ter vzorec denaturirali 5 minut na 95 °C. Na gel smo nanesli 6 µL standarda 
PageRuler™Plus in vzorce. Nanašali smo po 20 µL vzorca, razen pri nevezanih frakcijah po 
nikljevi afinitetni kromatografiji, kjer smo nanesli 10 µL. Kadičko smo priklopili na vir 
napetosti in pri 200 V pustili, da je barvilo bromfenol-modro v nanašalnem pufru pripotovalo 
do spodnjega roba separacijskega gela, kar je trajalo okoli 40 minut. Potem smo gel prenesli 
v kadičko z barvilom InstantBlue™ Protein Stain in rahlo stresali 1 – 2 uri. Gel smo nato 
stresali še 30 minut v vodi in ga slikali na sistemu DNR Bio-imaging system. 
3.5.3.3 Dinamično sipanje svetlobe (DLS) 
Merjenje dinamičnega sipanja svetlobe (angl. Dynamic light scattering – DLS) na osnovi 
Brownovega gibanja delcev omogoča izračun njihovega hidrodinamskega premera (DH). 
Aparatura ZetaSizer za meritve DLS uporablja 4-mW laser He-Ne 633 nm, signal pa izmeri 
pod kotom 175° glede na izvor svetlobe. Shema delovanja aparature je prikazana na sliki 8 
[18, 19]. 
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Slika 8: Shematski prikaz aparature za merjenje DLS. Žarek iz laserja potuje skozi atenuator (dušilni 
člen) in sipa na vzorcu. Detektor je postavljen pod kotom 175°glede na vhodni žarek. Prirejeno po [19]. 
Aparaturo smo vklopili 15 minut pred pričetkom dela, da se je izvor svetlobe segrel na 
delovno temperaturo. Frakcije po GF smo centrifugirali 5 minut pri 13400 vrt./min, da smo 
odstranili netopne delce v vzorcu. V 10-mm mikrokiveto smo prenesli 60 µL vzorca in kiveto 
vstavili v aparaturo ZetaSizer. Izbrali smo primeren standardni operacijski postopek (SOP) 
za naše topilo (slika 9) in začeli z meritvijo. 
 
Slika 9: Primer izpisa SOP za meritev DLS polipeptidov v GF pufru. V SOP določimo sestavo pufra, 
viskoznost in refrakcijski indeks (RI) materiala ter pufra. Sample name = vzorec, SOP name = ime SOP-ja, 
general notes = opombe, file name = ime dokumenta, record number = zaporedna številka meritve, material 
RI = RI materiala, dispersant name = uporabljen pufer, dispersant RI = RI pufra, viscosity (cP) = viskoznost 
vzorca v centipoisih (cP), measurement date and time = datum in čas izvedbe meritve.  
3.5.3.4 Cirkularni dikroizem (CD) 
Merjenje cirkularnega dikroizma (CD) je spektroskopska tehnika, ki jo uporabljamo za 
karakterizacijo molekul, ki različno absorbirajo levosučno in desnosučno krožno 
polarizirano svetlobo. Tehnika je uporabna za določanje kiralnosti, predvsem pa za 
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določanje sekundarne strukture makromolekul. Pri tem lahko pridobimo strukturne, 
kinetične in termodinamske informacije o molekuli [20, 21].  
Frakcijam po GF smo najprej pomerili A280 in jih ustrezno redčili oziroma koncentrirali, da 
je bila končna koncentracija polipeptida v vzorcu 40 µM. Redčili smo s pufrom GF, za 
koncentriranje pa smo uporabili koncentratorje Amicon Ultracel-3K. Postopek je opisan v 
točki 3.5.2.6.  
CD-spektre smo posneli s CD-spektrofotometrom Chirascan (Applied Photophysics). Vir 
svetlobe je ksenonova žarnica, meritve pa smo izvajali v daljnem UV-območju. CD vzorcev 
smo merili v 1-mm kiveti QS. Za meritev ozadja pri CD smo uporabili pufer GF, program 
je kasneje sam odštel ozadje od meritve. Preverjali smo prisotnost vijačne strukture v vzorcih 
tako, da smo izmerili CD-spekter v območju 260 nm – 200 nm, pri temperaturi 20 °C in s 
korakom 1 nm/s. Za vsak vzorec smo opravili 3 ponovitve. Poleg tega smo preverili 
temperaturno stabilnost polipeptidov s temperaturnim programom 10 °C – 100 °C, 1 °C/min 
in meritvijo signala pri 222 nm, kjer je globalni minimum na CD-spektru, značilnem za α-
vijačnice [22].  
Izmerjeni signal oziroma spekter je podan v milistopinjah (mdeg), iz česar lahko izračunamo 
molarno eliptičnost po enačbi: 
[𝜃] =  
𝜃×𝑀𝑚𝑟𝑤
10×𝑐×𝑙
       (enačba 1) [23]. 
[θ] = molarna eliptičnost, [deg cm2 dmol-1] 
θ = eliptičnost, [mdeg] 
Mmrw = povprečna molska masa aminokisline v polipeptidu, [g/mol] 
c = koncentracija polipeptida, [mg/mL] 
l = širina kivete, [cm] 
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4.1 Pridobivanje polipeptidov, izolacija in čiščenje 
4.1.1 IZRAŽANJE NAČRTOVANIH VARIANT TROPOMIOZINA 
S postopkom transformacije smo v kompetentne celice NiCo21(DE3) vstavili plazmid 
pET41a(+) z vstavljenim genom za načrtovano različico tropomiozina (Tropo-Cn6, Tropo-
Dn6, Tropo-Cn12, Tropo-Dn12, Tropo-Cn14 ali Tropo-Dn14). Na agarnem gojišču LB/Kan 
so po prekonočni inkubaciji zrasle le kolonije bakterij z vstavljenim plazmidom, ker le-ta 
vključuje tudi gen za odpornost proti kanamicinu. Na kontrolnem gojišču, na katerega smo 
nanesli kompetentne celice brez vstavljenega plazmida, ni zrasla nobena bakterijska 
kolonija. 
Po eno kolonijo smo prenesli v 100 mL tekočega gojišča LB in stresali čez noč. Naslednji 
dan smo pomerili OD600 in v 4-krat 500 mL novega gojišča LB prenesli toliko prekonočne 
kulture, da je bil OD600 0,1. Izmerjeni OD600 je bil pri vseh 5 ± 1,5, volumen, ki smo ga 
prenesli pa tako med 7,80 mL in 11,80 mL. Tako nacepljena gojišča smo spet stresali pri 37 
°C toliko časa, da je optična gostota dosegla 0,6. Pri paru Tropo-Cn12 in Tropo-Dn12 je 
trajalo 2 uri 15 minut, pri paru Tropo-Cn14 in Tropo-Dn14 pa 1 uro 45 minut. Pri Tropo-
Cn6 in Tropo-Dn6 je prišlo do razlik med gojišči v različnih erlenmajericah, stresanje je 
trajalo med 2 urama ter 2 urama 50 minut.  
Izražanje polipeptida smo inducirali z IPTG in pustili stresati 4 ure pri 30 °C. Potem smo 
fermentacijsko brozgo centrifugirali, gojišče smo zavrgli in nadaljevali z izolacijo in 
čiščenjem polipeptida iz posedlih bakterijskih celic. 
4.1.2 IZOLACIJA IN ČIŠČENJE NAČRTOVANIH VARIANT TROPOMIOZINOV 
Ker so celice proizvedeni polipeptid kopičile v citoplazmi, smo jih najprej lizirali in s tem 
sprostili celično vsebino v pufer. Lizat smo centrifugirali, da smo ločili topni in netopni del 
celičnega lizata ter nadaljevali delo s topnim delom oz. supernatantom. 
V prvem koraku smo polipeptid v supernatantu očistili z nikljevo afinitetno kromatografijo. 
Elucijo smo izvedli s 15 mL elucijskega pufra (pufer C), katerega visoka koncentracija 
imidazola (250 mM) izpodrine polipeptid s stacionarne faze. Zbirali smo frakcije po 1 mL. 
Vsaki frakciji smo pomerili absorbanco pri 280 nm (A280) (slika 10). Opazimo, da so 
absorbance frakcij polipeptidov predvsem pri Tropo-Dn6 in Tropo-Cn14 zelo nizke, Tropo-
Dn12 in Tropo-Dn14 pa izstopata zaradi visokih absorbanc.  
Mežnaršič, E. Načrtovanje, izražanje in ovrednotenje heterodimernih obvitih vijačnic na osnovi tropomiozina.  






Slika 10: Elucijski diagrami vzorcev po čiščenju z nikljevo afinitetno kromatografijo.  
 
Združili smo frakcije z zadostno koncentracijo polipeptidov in pomerili A280 še združenim 
frakcijam (preglednica XI). Pri Tropo-Cn6 in Tropo-Dn6 smo združili frakcije 4 – 15, pri 
Tropo-Cn12  frakcije 2 – 13, pri Tropo-Dn12 frakcije 3 – 14, pri Tropo-Cn14 frakcije 4 – 15 
in pri Tropo-Dn14 frakcije 3 – 13. Frakcijo, ki se ni vezala na Ni-NTA (nevezana frakcija), 
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in združene frakcije smo nanesli na gel za NaDS-PAGE in preverili velikost prisotnih 
polipeptidov (slika 11). Vidimo, da so v nevezanih frakcijah prisotni številni polipeptidi 
različnih velikosti. V združenih frakcijah po nikljevi afinitetni kromatografiji pa je prisotnih 
manj polipeptidov, na NaDS-PAGE gelu so vidne predvsem lise pri velikostih okoli 15 kDa, 
35 kDa in 70 kDa. 
 
Preglednica XI: Izmerjene absorbance združenih frakcij po nikljevi afinitetni kromatografiji pri 280 
nm (A280). Pri nekaterih vzorcih je bilo potrebno redčenje in ponovna meritev z nižjo koncentracijo, da smo  
dosegli linearno območje instrumenta. V zadnjem stolpcu so v teh primerih preračunane absorbance. 
polipeptid izmerjeni A280 redčenje A280 po redčenju A280 
Tropo-Cn6 0,596 / / 0,596 
Tropo-Dn6 0,338 / / 0,338 
Tropo-Cn12 0,919 / / 0,919 
Tropo-Dn12 3,036 4-krat 0,773 3,094 
Tropo-Cn14 0,797 / / 0,797 
Tropo-Dn14 2,007 4-krat 0,551 2,203 
 
Frakcije, združene po nikljevi afinitetni kromatografiji kromatografiji, smo očistili še z 
gelsko filtracijo. Frakcije smo začeli zbirati, ko je absorbanca začela naraščati. Elucijski 
Slika 11: Geli za NaDS-PAGE z nanesenimi nevezanimi frakcijami (NF) in združenimi frakcijami po 
nikljevi afinitetni kromatografiji (ZF). Nanesen je tudi PageRuler™Plus s proteini velikosti 15 – 250 kDa, 
ki so označene ob strani. Od leve proti desni si sledijo: 1) Tropo-Cn6 NF, 2) Tropo-Cn6 ZF, 3) Tropo-Dn6 NF, 
4) Tropo-Dn6 ZF; 5) Tropo-Cn12 NF, 6) Tropo-Cn12 ZF, 7) Tropo-Dn12 NF, 8) Tropo-Dn12 ZF; 9)  Tropo-
Cn14 NF, 10) Tropo-Cn14 ZF, 11) Tropo-Dn14 NF, 12) Tropo-Dn14 ZF.  
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diagrami so prikazani na sliki 12. Izbrane frakcije smo nanesli še na gel za NaDS-PAGE in 
preverili, ali velikost očiščenega polipeptida ustreza predvideni (slika 13). Pri Tropo-Dn6, 
Tropo-Dn12 in Tropo-Dn14 so vidne lise pri približno 15 kDa, pri Tropo-Cn6, Tropo-Cn12 
in Tropo-Cn14 pa so lise bližje 25 kDa. Pri vseh vzorcih so vidne tudi lise okoli 35 kDa, ki 
verjetno predstavljajo homodimer izoliranih polipeptidov.  
 
Slika 12: Elucijski diagrami vzorcev po gelski filtraciji. Z rdečo so označene frakcije, ki smo jih uporabili 
za nadaljnjo analizo. 
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Slika 13: Gel za NaDS-PAGE z nanesenimi vrhovi frakcij po gelski filtraciji. Na levi je nanesen tudi 
standard PageRulerTMPlus s proteini velikosti 15 – 250 kDa, ki so označene ob strani. 1) Tropo-Cn6, frakcija 
20; 2) Tropo-Dn6, frakcija 22; 3) Tropo-Cn12, frakcija 23; 4) Tropo-Dn12, frakcija 22; 5) Tropo-Cn14, 
frakcija 25; 6) Tropo-Dn14, frakcija 23.  
 
Frakcije z vrhom na elucijskem diagramu smo nadalje analizirali z dinamičnim sipanjem 
svetlobe in cirkularnim dikroizmom. Absorbance teh frakcij pri 280 nm in preračunane 
koncentracije polipeptida v raztopini so prikazane v preglednici XII. 
 
Preglednica XII: Absorbanca pri 280 nm za vrhove frakcij po gelski filtraciji in preračunana 
koncentracija polipeptida v vzorcu. Pri Tropo-Dn12 smo vzorec dvakrat redčili in ponovno izmerili A280; 
izmerjena vrednost je bila 0,726; v preglednici je preračunana A280. Abs (1 g/L) je absorbanca raztopine s 
koncentracijo 1 g/L, ocenjena z orodjem ProtParam (preglednica X). 
polipeptid frakcija A280 Abs (1 g/L) 
Koncentracija 
polipeptida [g/L] 
Tropo-Cn6 20 5,695*10-2 0,497 0,115 
Tropo-Dn6 22 9,745*10-2 0,502 0,194 
Tropo-Cn12 23 0,5049 0,496 1,018 
Tropo-Dn12 22 1,4520 0,502 2,892 
Tropo-Cn14 25 0,4619 0,499 0,926 
Tropo-Dn14 23 0,9523 0,505 1,886 
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4.2  Določitev velikosti delcev in deleža vijačne strukture 
4.2.1 DOLOČITEV VELIKOSTI DELCEV 
Velikosti delcev v vzorcih po GF smo določili z merjenjem DLS. Pri meritvi velikosti delcev 
nam program ponudi različne interpretacije zbranih podatkov, in sicer intenzitetno, 
volumsko ali številčno porazdelitev, srednji premer delcev in polidisperzni indeks [19].  
Koncentracije polipeptidov nismo prilagajali. Meritve smo izvedli pri temperaturi 25,0 ± 0,1 
°C. Na sliki 14 so prikazani spektri treh meritev istega vzorca, in sicer porazdelitev 
intenzitete v odvisnosti od premera delcev. Opazimo, da so pri vseh vzorcih prisotni delci 
različnih velikosti od 1 nm do 1000 nm. Pri vseh vzorcih je intenziteta najvišja pri okoli 10 
nm, kar je v skladu z našimi pričakovanji glede na model obvite vijačnice (15 nm). Predvsem 
pri Tropo-Cn6 opazimo visoko intenziteto tudi med 100 in 1000 nm. 
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Slika 14: Spektri meritev DLS posameznih polipeptidov. Na navpični osi je prikazana odstotna 
porazdelitev intenzitete, na vodoravni pa premer delcev.  
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4.2.2 DOLOČITEV DELEŽA VIJAČNE STRUKTURE 
 
Slika 15: Primerjava prisotnosti sekundarne vijačne strukture pri posameznih polipeptidih in 
načrtovanih ortogonalnih parih. Pari so označeni kot CDnX. Na vodoravni osi je označena valovna dolžina 
v [nm], na navpični pa molarna eliptičnost v [deg cm2 dmol-1] preračunana iz eliptičnosti po enačbi (1). 
 
Prisotnost vijačne sekundarne strukture izoliranih polipeptidov smo določili z merjenjem 
cirkularnega dikroizma (CD). Najprej smo pomerili spekter posameznih polipeptidov, nato 
pa še spektre načrtovanih parov. Celokupna koncentracija polipeptidov pri merjenju je bila 
40 µg/mL. Merili smo spektre CD v območju med 260 in 200 nm pri 20 °C. Po temperaturni 
denaturaciji smo spektre pomerili tudi pri 95 °C in po ohlajanju ponovno pri 20 °C. Na sliki 
15 so prikazane povprečne vrednosti treh meritev za vsak posamezen polipeptid in 
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načrtovani par, na sliki 16 pa meritve za para Tropo-Cn12/Tropo-Dn14 in Tropo-
Cn12/Tropo-Dn6. Vidimo, da Tropo-Cn6 in Tropo-Dn6 sama po sebi ne tvorita nobenih 
sekundarnih struktur, enako tudi kombinacija Tropo-CDn6. Ostali posamezni polipeptidi 
tvorijo sekundarne strukture tudi v odsotnosti svojega partnerskega polipeptida, vendar pa 
se molarna eliptičnost poveča v prisotnosti ortogonalnega partnerja. Tropo-Cn12 in Tropo-
Dn14 tvorita sekundarne strukture tudi drug z drugim. Podobne rezultate smo dobili tudi pri 
paru Tropo-Cn14Dn12. Par Tropo-Cn12Dn6 ne tvori dodatnih vijačnih struktur poleg 
homodimera Tropo-Cn12; podobno smo opazili tudi pri paru Tropo-Cn14Dn6. Tvorbe 
vijačnih struktur z nepartnerskimi polipeptidi nismo preverjali za Tropo-Cn6, saj smo imeli 
premalo vzorca. 
 
Slika 16: Primerjava prisotnosti sekundarne vijačne strukture pri posameznih polipeptidih in pri 
neželenih parih polipeptidov. Pari so označeni kot CnXDnX. Na vodoravni osi je označena valovna dolžina 
v [nm], na navpični pa molarna eliptičnost v [deg cm2 dmol-1] preračunana iz eliptičnosti po enačbi (1). 
 
S temperaturnim programom smo izmerili tudi temperaturno stabilnost sekundarnih struktur, 
pri čemer smo v območju temperature 10 °C – 95 °C merili signal pri 222 nm. Izmerili smo 
stabilnost za posamezne polipeptide in za pare. Temperaturo, pri kateri je razmerje med 
pravilno zvito in denaturirano obliko polipeptida 1:1, imenujemo temperatura tališča (Tm). 
Na grafu molarne eliptičnosti v odvisnosti od temperature se to opazi kot prevoj krivulje 
(slika 17).  
  
Mežnaršič, E. Načrtovanje, izražanje in ovrednotenje heterodimernih obvitih vijačnic na osnovi tropomiozina.  





Slika 17: Primerjava krivulj temperaturne denaturacije pri parih Tropo-Cn12/Tropo-Dn12 in Tropo-
Cn14/Tropo-Dn14. a) Primerjava krivulj temperaturne denaturacije pri posameznih polipeptidih in 
ortogonalnih parih. S puščicami so označene temperature tališča (Tm) posameznih polipeptidov. Tm (Cn12) = 
45 °C; Tm (Dn12)1 = 33 °C; Tm (Dn12)2 = 57 °C; Tm (CDn12) = 79 °C; Tm (Cn14) = 36 °C; Tm (Dn14)1 = 20 
°C; Tm (Dn14)2 = 48 °C; Tm (CDn14) = 43 °C. Pri Tropo-Dn12 in Tropo-Dn14 opazimo dva prevoja. 
Prikazano je povprečje treh meritev. b) Primerjava krivulj temperaturne denaturacije parov Tropo-CDn12 in 
Tropo-CDn14. Par Tropo-CDn12 je temperaturno stabilnejši od para Tropo-CDn14. 
 
Temperature tališča za posamezne polipeptide in ortogonalne pare so zbrane v preglednici 
XIII. Par Tropo-CDn12 je precej stabilnejši kot posamezna polipeptida, pri paru Tropo-
CDn14 pa ta razlika ni tako očitna. Pri Tropo-CDn12 in Tropo-CDn14 smo izmerili tudi 
renaturacijsko krivuljo (slika 18). Krivulji se ne prilegata popolnoma, pri paru Tropo-CDn12 
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opazimo premik prevoja proti nižjim temperaturam. Pri paru Tropo-CDn14 ta razlika ni tako 
očitna. 
 
Preglednica XIII: Primerjava temperature tališča posameznih polipeptidov in načrtovanih parov. ΔTm 
= Tm para - Tm.  














V raztopini s Tropo-CDn6 smo po temperaturni denaturaciji opazili nitkasto oborino. 
Pomerili smo spekter na UV-VIS-spektrofotometru, in sicer je A280 pred centrifugiranjem 
znašal 0,125, po 5-minutnem centrifugiranju pri 13400 vrt./min pa 0,057. Ker že pri meritvah 
prisotnosti sekundarnih vijačnih struktur v raztopini Tropo-CDn6 le-teh nismo opazili, 
spektra CD temperaturne denaturacije nismo vključili v rezultate.  
 
 
Slika 18: Primerjava denaturacijskih in renaturacijskih krivulj pri parih Tropo-CDn12 in Tropo-
CDn14.  
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Obvite vijačnice so zelo raziskan strukturni element in predstavljajo uporabno orodje pri 
načrtovanju proteinskih nanostruktur de novo. Te strukture imajo velik potencial za 
nadaljnjo uporabo v medicini, farmaciji, biotehnologiji in kemiji, npr. za ciljano dostavo 
zdravil v tkiva, načrtovanje biosenzorjev, biokatalizo itd. Sodelavci na Kemijskem inštitutu 
so razvili inovativno strategijo za načrtovanje in pridobivanje proteinskih nanokletk, katerih 
stranice predstavljajo obvite vijačnice, ki so dolge štiri heptade [11, 24]. Za mnoge aplikacije 
bi bilo bolj primerno, da bi bile kletke večje, zato se zdi smiselno, da raziskovalci iščejo 
nove, daljše pare ortogonalnih obvitih vijačnic za povečanje nabora že obstoječih. Na osnovi 
naravno prisotnih proteinov, ki tvorijo homodimerne obvite vijačnice, lahko z 
modifikacijami aminokislinskega zaporedja tvorimo nove polipeptide, ki se parijo drugače 
kot naravni, vendar obdržijo sposobnost tvorjenja obvitih vijačnic. Dobro poznavanje pravil 
načrtovanja to delo močno olajša. 
Kot matrico za načrtovanje smo vzeli predhodno načrtovan in karakteriziran heterodimerni 
par polipeptidov na osnovi tropomiozina, Tropo-Cn1/Tropo-Dn1. Ta par je del četrte 
generacije načrtovanih obvitih vijačnic, pri kateri je 6 heptad načrtovanih de novo, 9 pa 
nespremenjenih glede na naravni tropomiozin. Pri polipeptidih Tropo-Cn6, Tropo-Dn6, 
Tropo-Cn12 in Tropo-Dn12 smo v preostalih devet nemodificiranih heptad uvedli Glu ali 
Lys na mesti e in g, pri Tropo-Cn14 in Tropo-Dn14 pa smo Glu ali Lys uvedli le v 5 prej 
nemodificiranih heptad. S tem smo želeli povečati moč elektrostatskih interakcij med 
ortogonalnimi pari polipeptidov, hkrati pa zmanjšati možnost interakcij med neželenimi pari. 
Pri Tropo-Cn14 in Tropo-Dn14 smo na tri mesta, ki so izpostavljena topilu, v modificiranih 
heptadah uvedli Ala namesto Leu, s čimer smo precej zmanjšali stabilnost polipeptidnega 
para.  
5.1 Pridobivanje in izolacija polipeptidov 
Gene za načrtovane polipeptide smo morali najprej vnesti v kompetentne celice in v 
postopku fermentacije z indukcijo spodbuditi bakterijske celice k produkciji polipeptidov. 
Pri fermentaciji je med paralelkami pri Tropo-Cn6 in Tropo-Dn6 prišlo do razlik v hitrosti 
rasti, vendar so vse kulture dosegle ciljno biomaso OD600 = 0,6. Kasneje se je izkazalo, da 
so tudi drugi raziskovalci na oddelku imeli podobne težave, verjetna razlaga bi bili ostanki 
asepsola na steklovini po čiščenju. Produkcijo polipeptidov smo nato inducirali z IPTG, 
stresali 4 ure ter s centrifugiranjem odstranili gojišče od bakterijskih celic. Polipeptidi so se 
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kopičili v citoplazmi celic, zato smo celice lizirali, s centrifugiranjem pa ločili topni in 
netopni del celičnega lizata ter nadaljevali z izolacijo polipeptida iz supernatanta.  
Prvi korak izolacije je bila nikljeva afinitetna kromatografija. Supernatanta s Tropo-Dn12 in 
Tropo-Dn14 sta vsebovala veliko količino polipeptidov (A280max ≈ 3), supernatanti s Tropo-
Cn6, Tropo-Cn12 in Tropo-Cn14 pa nekoliko manj (A280
max
 ≈ 1,5). Najmanjšo A280 smo 
izmerili pri vzorcu Tropo-Dn6, kjer A280 ni presegla vrednosti 0,5 (slika 10). Glede na 
izmerjene A280 posameznih frakcij smo se odločili, katere bomo združili in iz njih izolirali 
produkte. Tropo-Cn6 in Tropo-Dn6 sta izstopala zaradi nizke A280 v združenih frakcijah. 
Tako Tropo-Cn6 kot Tropo-Dn6 sta močno nabita polipeptida (pI = 9,86 za Tropo-Cn6 in pI 
= 4,04 za Tropo-Dn6), kar je lahko vplivalo na rast celic, produkcijo samega polipeptida v 
celicah in izolacijo produkta. Poleg tega smo imeli že nekaj težav pri pripravi celičnih kultur. 
Združene frakcije smo nato očistili z gelsko filtracijo. Tropo-Cn6, Tropo-Cn12, Tropo-Cn14 
in Tropo-Dn14 so se začeli eluirati pri elucijskem volumnu med 200 in 210 mL, največjo 
koncentracijo (vrh) pa dosegli pri elucijskem volumnu med 210 in 220 mL. Tropo-Dn12 se 
je začel eluirati nekoliko prej, pri elucijskem volumnu 190 mL, z vrhom pri 210 mL, Tropo-
Dn6 pa pozneje, pri elucijskem volumnu 230 mL in vrhom pri 240 mL. Zaradi nizke 
koncentracije Tropo-Cn6 in Tropo-Dn6 po nikljevi afinitetni  kromatografiji, so bili tudi pri 
gelski filtraciji spektrofotometrični odzivi pri slednjih dveh nizki (slika 12). Preračunane 
koncentracije polipeptidov v končnem produktu so bile najvišje pri Tropo-Dn12 in Tropo-
Dn14 (2,9 in 1,9 g/L), medtem ko so bile pri Tropo-Cn6 in Tropo-Dn6 izrazito nizke, manj 
kot 0,2 g/L. Za nadaljnje delo smo raztopine s Tropo-Cn6 in Tropo-Dn6 koncentrirali. 
Na različnih stopnjah čiščenja smo raztopine analizirali s poliakrilamidno elektroforezo v 
prisotnosti natrijevega dodecilsulfata (NaDS-PAGE). Na gele smo nanesli frakcije, ki se niso 
vezale na Ni-NTA ter združene frakcije po nikljevi afinitetni kromatografiji in vrhove frakcij 
po gelski filtraciji. V združenih frakcijah smo opazili lise pri približno 15 kDa, kar ustreza 
teoretični molekulski masi načrtovanih polipeptidov. Opazne pa so bile tudi lise pri višjih 
molekulskih masah, t. j. večji proteini, ki smo jih v določeni meri odstranili z gelsko filtracijo 
(slika 11). Najbolj izrazite so bile lise okoli 35 kDa, ki jih nismo uspeli popolnoma odstraniti. 
Lahko je šlo za homodimere načrtovanih polipeptidov, ki so se tvorili v raztopini tudi po 
čiščenju z gelsko filtracijo. Pri frakcijah Tropo-Cn6, Tropo-Cn12 in Tropo-Cn14 po gelski 
filtraciji so bile vidne lise nekoliko bližje 25 kDa, medtem ko so bile lise frakcij Tropo-Dn6, 
Tropo-Dn12 in Tropo-Dn14 bližje 15 kDa (slika 13). 
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5.2 Določitev velikosti delcev in deleža vijačne strukture 
Velikost delcev smo določili z merjenjem dinamičnega sipanja svetlobe (DLS). Pri vseh 
vzorcih smo opazili prisotne delce velikostnega reda 10 nm, kar je bilo v skladu z našimi 
pričakovanji (približno 15 nm). Rezultati so prikazani kot porazdelitev intenzitete v 
odvisnosti od premera delcev. Ker 10-krat večji delec da 106-krat večji odziv intenzitete, 
lahko rečemo, da je prisotnost delcev velikostnega reda med 100 in 1000 nm zanemarljiva 
(slika 14). 
Deleže vijačne strukture smo najprej izmerili za posamezne polipeptide, nato za načrtovane 
pare, na koncu pa smo pomerili CD-spekter tudi nenačrtovanim parom Tropo-Cn12Dn14, 
Tropo-Cn12Dn6, Tropo-Cn14Dn12 in Tropo-Cn14Dn6. Iz meritev lahko sklepamo, da 
Tropo-Cn6 in Tropo-Dn6 nista tvorila vijačne strukture niti posamezno niti v zmesi. Že pri 
izražanju in čiščenju smo imeli težave s tema polipeptidoma. Pri načrtovanju sta zaradi 
enostavnega elektrostatskega vzorca (Lys oz. Glu v vseh heptadah) veliko obetala, saj naj bi 
tvorila močne intermolekularne vezi v obviti vijačnici in naj ne bi tvorila homodimerov, 
vendar se je izražanje izkazalo za problematično, rezultati pa niso bili v skladu s 
pričakovanji. Ko smo vzorec Tropo-CDn6 segrevali, da bi posneli denaturacijsko krivuljo, 
smo v raztopini opazili nitkaste bele delce. Izkazalo se je, da se je Tropo-CDn6 obarjal, saj 
se je A280 raztopine po centrifugiranju zmanjšala. Preverili smo tudi vzorce Tropo-Cn6 in 
Tropo-Dn6, ki smo jih najprej en dan hranili v hladilniku in nato za dva tedna prestavili v 
zamrzovalnik in ugotovili, da se koncentracija polipeptida zmanjšala (ni prikazano).  
Meritve so pri paru Tropo-Cn12/Tropo-Dn12 pokazale prisotnost vijačnih struktur. Te smo 
opazili že pri posameznem polipeptidu, vendar je bila vijačnost večja, ko sta bila v raztopini 
prisotna oba. Iz denaturacijske krivulje v območju 10 °C do  95 °C smo razbrali temperaturo 
tališča 45 °C za Tropo-Cn12, medtem ko sta bila pri Tropo-Dn12 opazna dva prehoda, in 
sicer pri 33 °C in 57 °C. To lahko pomeni, da je Tropo-Dn12 tvoril strukture višjega reda ali 
dva različna homodimera, lahko pa je samo posledica slabo zglajene krivulje pri obdelavi 
podatkov. Temperatura tališča pri paru Tropo-CDn12 je bila 79 °C, razlika do najvišje Tm 
posameznega polipeptida (Tropo-Dn12) pa je bila 22 °C. Iz tega lahko sklepamo, da je bil 
par temperaturno stabilnejši od posameznega polipeptida in da sta v raztopini tvorila 
heterodimerne obvite vijačnice. Posneli smo tudi renaturacijsko krivuljo za Tropo-CDn12. 
Ta se je nekoliko razlikovala od denaturacijske, prehod je bil opazen pri temperaturi 73 °C. 
Poleg tega je bila molarna eliptičnost bolj negativna, ko smo prišli v območje nižjih 
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temperatur. Če smo vzorec segreli in potem ohladili je bil torej v raztopini prisoten večji 
delež vijačnih struktur.  
Tudi pri paru Tropo-Cn14/Tropo-Dn14 smo opazili vijačne strukture. Te so bile v določeni 
meri prisotne že v odsotnosti parnega polipeptida, vendar je bila molarna eliptičnost precej 
bolj negativna pri paru Tropo-CDn14. Denaturacijska krivulja je pokazala dvojen prehod pri 
Tropo-Dn14, pri temperaturah 20 °C in 48 °C. Potencialni razlogi so enaki kot pri Tropo-
Dn12. Temperatura tališča pri Tropo-Cn14 je bila 36 °C, Tm para pa 43 °C. Razlika v 
temperaturah tališča je bila manjša kot pri paru Tropo-CDn12, opazili smo celo, da je bila 
Tm Tropo-Dn14 večja kot Tm Tropo-CDn14. Renaturacijska krivulja para Tropo-CDn14 je 
imela prehod pri 42 °C, kar je bilo zelo podobno denaturacijski krivulji. Pri nižjih 
temperaturah je bil delež vijačnih struktur po renaturaciji manjši kot pred denaturacijo, 
morda zaradi tvorbe homodimera Tropo-Dn14. Če par Tropo-CDn12 primerjamo s parom 
Tropo-CDn14, vidimo, da je slednji temperaturno precej manj stabilen.  
Pripravili smo tudi raztopine dveh polipeptidov, ki ne predstavljata načrtovanega para. V 
rezultate smo vključili posneta spektra dveh parov. Pri paru Tropo-Cn12Dn14 smo opazili 
največji delež sekundarnih vijačnih struktur, podoben spekter pa je imel tudi par Tropo-
Cn14Dn12, ki ni vključen v rezultate. Molarna eliptičnost je bila nekoliko bolj negativna kot 
pri posameznih polipeptidih. Glavni razliki med paroma pri načrtovanju sta bili uvedba Ala 
namesto Leu na mestu d v treh heptadah pri Tropo-CDn14 in manj heptad z Lys oz. Glu na 
mestih a in d. Elektrostatski vzorec je bil razen zmanjšanega števila nabitih aminokislinskih 
ostankov enak. To pomeni, da je tendenca k tvorbi obvitih vijačnic prisotna, vendar so te 
verjetno manj stabilne kot obvite vijačnice iz načrtovanih parov. Pri paru Tropo-Cn12Dn6 
nismo opazili drugih sekundarnih vijačnih struktur kot tistih, ki jih lahko pripišemo 
homodimeru Tropo-Cn12. Podoben spekter smo posneli tudi za par Tropo-Cn14Dn6. 
Pri načrtovanju pete generacije polipeptidov na osnovi tropomiozina smo se opirali na par 
polipeptidov Tropo-Cn1/Tropo-Dn1 iz četrte generacije. Z vpeljavo dodatnih elektrostatskih 
interakcij smo želeli povečati razliko v stabilnosti med heterodimerno in homodimerno 
obvito vijačnico, hkrati pa tudi povečati specifičnost tvorbe obvitih vijačnic. Ta se ob 
podaljševanju verige namreč zmanjša, saj je potencialno prisotnih več heptad, kjer lahko 
posamezni verigi tvorita interakcije. Uvedba enoznačnega elektrostatskega vzorca na mestih 
e in g na primeru Tropo-Cn6/Tropo-Dn6 kljub pričakovanjem ni dala želenih rezultatov. Po 
težavah z izražanjem in izolacijo polipeptidov, kar je pomenilo nizke izkoristke, v raztopini 
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nismo opazili vijačnih struktur. Velikost delcev, izmerjena z DLS, je kljub temu ustrezala, v 
primerjavi z drugimi vzorci pa je bil prisoten večji delež delcev velikosti 100 – 1000 nm. 
Elektrostatska vzorca pri Tropo-Cn12 in Tropo-Dn12 (KKKEEKEKEEEEEEK in 
EEEKKEKEKKKKKKE) sta zaradi večje raznolikosti obetala manjšo stabilnost v 
primerjavi s Tropo-Cn6 in Tropo-Dn6. Pri izražanju in izolaciji nismo imeli težav, izkoristek 
je bil najvišji med vsemi tremi pari. Temperatura tališča para Tropo-CDn12 79 °C in razlika 
do temperature tališča najbolj stabilnega homodimera 22 °C sta bili dovoljšni, da lahko 
rečemo, da je težnja k tvorbi heterodimernih obvitih vijačnic večja od težnje k tvorbi 
homodimernih obvitih vijačnic. Analiza z DLS je pokazala delce velikostnega reda 10 nm, 
kar ustreza teoretični velikosti. Pri Tropo-Cn14 in Tropo-Dn14 smo uporabili enak 
elektrostatski vzorec kot pri Tropo-Cn12 in Tropo-Dn12, le v 4 heptadah smo izpustili 
spremembe in jih pustili enake kot v naravnem tropomiozinu (Tropo-original). Tudi pri tem 
paru nismo imeli težav s produkcijo in izolacijo, izkoristki pa so bili dobri. Temperatura 
tališča 43 °C je precej nižja kot pri paru Tropo-CDn12 zaradi manjšega števila nabitih 
aminokislinskih ostankov na mestih e in g. Poleg tega smo pri Tropo-Dn14 opazili prehod 
na denaturacijski krivulji pri višjih temperaturah kot je temperatura tališča para Tropo-
CDn14. Vendar gre pri tem lahko le za slabo glajenje krivulje pri obdelavi rezultatov, saj 
prehod ni izrazit. Glede na rezultate v nalogi smo se odločili, da bomo nadaljnjo optimizacijo 
heterodimernih obvitih vijačnic na osnovi tropomiozina nadaljevali na podlagi Tropo-
Cn12/Tropo-Dn12.  
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Za načrtovanje modularnih topoloških nanostruktur je potreben dovolj velik nabor modulov 
s poznanimi lastnostmi. Obvite vijačnice predstavljajo odličen primer modula. Poznavanje 
temperature tališča nam pomaga pri načrtovanju zaporedja modulov v verigi, za katero 
želimo, da se zvije v načrtovano poliedrsko nanostrukturo. Ker podaljševanje polipeptida iz 
štirih na petnajst heptad pomeni tudi zmanjšanje specifičnosti parjenja vijačnic, želimo le-to 
povečati z drugimi pristopi, npr. z uvedbo različnih aminokislinskih ostankov na mestih b, c 
in f.  
V sklopu magistrske naloge smo uspeli načrtovati, pripraviti in ovrednotiti tri heterodimerne 
obvite vijačnice na osnovi tropomiozina. Vseh šest polipeptidov smo izrazili v celicah E. 
coli NiCo21(DE3). Bakterijske celice smo lizirali in polipeptide iz topnega dela celičnega 
lizata očistiti z nikljevo afinitetno kromatografijo in gelsko filtracijo. En par polipeptidov 
(Tropo-Cn6/Tropo-Dn6) je dal izrazito nizke izkoristke, medtem ko so bili pri ostalih dveh 
parih precej višji. Pri analizi velikosti delcev z merjenjem dinamičnega sipanja svetlobe smo 
pri vseh šestih posameznih polipeptidih izmerili pričakovane velikosti okoli 10 nm. Par 
Tropo-CDn6 je pri načrtovanju veliko obetal, vendar po težavah pri izražanju in izolaciji pri 
meritvi deleža vijačnih struktur z metodo cirkularnega dikroizma nismo opazili sekundarnih 
struktur. Iz teh razlogov para Tropo-CDn6 nismo izbrali za nadaljnjo optimizacijo. Smo pa 
vijačne strukture opazili pri preostalih dveh parih, kjer je par Tropo-CDn12 tvoril 
temperaturno bolj stabilne obvite vijačnice kot par Tropo-CDn14, in tudi razlika med Tm 
para in Tm homodimerov je bila večja. Na podlagi teh meritev smo se odločili, da bomo 
načrtovanje obvitih vijačnic na osnovi tropomiozina nadaljevali na podlagi para Tropo-
CDn12.  
Raziskovalci na Kemijskem inštitutu so uspešno načrtovali tetraeder iz obvitih vijačnic, 
dolgih 4 heptadne ponovitve, ki se je zvil in vivo [24]. Za večje poliedrske nanostrukture bi 
potrebovali daljše ovite vijačnice. Tropomiozin je odličen primer dolge obvite vijačnice, ki 
je prisotna v naravi. Zato je primeren kot matrica za načrtovanje heterodimernih obvitih 
vijačnic, ki so dolge 15 heptad, in predstavljajo module za načrtovanje proteinskih 
nanostruktur. Te imajo velik potencial za uporabo v medicini, biotehnologiji in kemiji, 
vendar zaenkrat le teoretično. 
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